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Precede d'obtention d'un systeme d'etalonnage unique 
applique aux dosages multiparametriques d • echantillons 
biologiques, r^actif immunologique prepare a cette fin et 
proc^de de dosage. 

La prSsente invention concerne, d'une maniere 
generale, le domaine des dosages d'analytes a partir 
d' echantillons biologiques et, plus particulierement 
I'gtalonnage de tels procedes de dosage. De maniere 
specif ique, la presente invention a pour objet un nouveau 
procede d'obtention d'un systeme d'etalonnage unique, 
permettant de quantifier simultanement plusieurs analytes, 
quel que soit leur nombre et dans, un meme milieu 
react ionnel . 

Par systeme d'etalonnage "unique", on entend un seul 
systeme quel que soit le nombre d' analytes recherches 
simultanement . 

La quantification des analytes compris dans un 
echantillon biologique etant devenue indispensable tant au 
niveau de la recherche que de la medecine classique, 
celle-ci a fait 1 'objet de nombreux developpements visant 
non seulement a ameliorer la fiabilite et la 
reproductibilite des dosages, mais egalement a en diminuer 
les coflts. 

Les techniques classiques consistent a doser chaque 
analyte separement et, pour ce faire, a realiser pour 
chacun desdits analytes un etalonnage propre du systeme 
utilise. II en resulte un grand nombre de manipulations et 
une consommation importante en reactifs, ce qui a pour 
consequence un prix relativement eleve. 



le contexte de la recherche ou la quantite de parametres a 
doser est limitee et ciblee, elle pose un serieux probleme 
de cout dans le contexte de la medecine, ou, en 
laboratoires d' analyse, I'on cherche a doser rapidement un 
grand nombre d' analytes. 



Si une telle maniere d'operer reste envisageable dans 
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II a recemment 6tS decrit, notamment dans les demandes 
de brevet Internationales WO 99/36564 et WO 97/14028, une 
technique permettant de quantifier, de fagon precise et 
reproductible, plusieurs. analytes en uri seul et meme dosage 
5 a partir du meme echantillon. Cette technique repose sur 
1 ' utilisation de differentes categories de particules 
f luorescentes, chaque categorie de particules etant 
sensibilisee par des ligands ayant des proprietes 
differentes, lesdits ligands Stant adaptes a se lier de 

10 fagon directe ou indirecte aux analytes et consistant 
generalement en des anticorps ou des antigenes. La 
quantification de la reaction entre ligand et analytes est 
realisee par 1 ' intermediaire d ' un compose fluorescent de 
longueurs d'onde d' excitation et d' emission differentes de 

15 celles des particules fluorescentes . 

Ainsi, une simple lecture par cytometrie en flux 
permet de quantifier la reaction associee a chaque 
categorie de particules et done de deduire de ladite 
quantification les quantites des differents analytes 

20 presents dans un meme Echantillon. 

Cependant, cette quantification necessite au prealable 
la construction d'autant de systemes d'etalonnage que 
d* analytes a doser, c'est-a-dire de realiser X*Y dosages 
reserves a 1 ' etalonnage, X etant le nombre d* analytes a 

25 doser simultan^ment (ou le nombre de particules 
sensibilisees par des ligands ayant des proprietes 
differentes) et Y le nombre de points d' etalonnage . Cette 
methode entraine done non seulement un surcout de la 
manipulation, mais egalement un probleme de gestion 

30 pratique, du fait de 1 * encombrement des puits des 
micro-plaques de titration, (les tests etant generalement 
realises sur des plaques de micro- titration ELISA de 96 
puits) , ainsi qu'une augmentation de la duree de la 
manipulation . 

35 Par exemple, pour le dosage simultane de 10 analytes, 

ce systeme implique la constitution de 10 systemes 
d*etalonnage differents, soit pour 100 echantillons testes. 
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une consommation supplementaire en reactifs allant de 10 a 
4 0% selon le nombre de points d • etalonnage, et un probleme 
evident d ' encombrement . 

La pr^sente invention vise a remedier aux 
5 inconvenients de l*art anterieur en proposant un nouveau 
procede d'etalonnage unique, rapide, simple et 
reproductible permettant de diminuer la consommation de 
reactifs consacrSe a 1 ' etalonnage, tout . en diminuant 
egalement 1 ' encombrement des plaques de titration. 

10 ^ Ce but est atteint en ce sens que la presente 

invention concerne un procede d' etalonnage , ne necessitant 
qu'un seul systeme d' etalonnage, permettant de quantifier 
simultanement plusieurs analytes dans un meme echantillon 
biologique, procede qui repose sur la preparation et 

15 1 * utilisation d'un reactif immunologique specif ique. 

Plus particulierement , un premier aspect de la 
presente invention concerne un procede de preparation d'un 
reactif immunologique entrant dans la composition d'un 
systeme d ' etalonnage applique au dosage d ' analytes 

2 0 multiples dans un meme echantillon biologique, ledit 
procede mettant en oeuvre differentes categories de 
particules, chaque categorie de particules etant 
sensibilisee par association avec un ligand specifique de 
I'un des analytes a doser, ledit procede comprenant les 

25 etapes qui consistent a : 

a) determiner, pour chaque categorie de particules 
sens ibili sees et pour chacune de n quant it es donnees de 
ligand associees auxdites particules, la courbe de reponse 
en fonction de la concentration en compose homologue sur 

30 une gamme de concentrations correspondant a la plage de 
mesure connue de I'analyte a doser; 

b) select ionner, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees , la courbe correspondant a la plus petite 
quant ite de ligand qui donne un signal de reponse 

35 significatif et qui est compatible avec 1 ' utilisation d ' une 
dilution d ' echantillon et d'un reactif de marquage communs 
a tous les analytes simultanement doses ; 
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c) evaluer, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees, d'aplres la courbe retenue a I'etape b) , le 
signal moyen correspondant au signal associ6 a un point 
caracteristique de chacune desdites courbes, obtenant ainsi 

5 autant de signaux moyens que de categories de particules ; 

d) ajuster, le cas echeant, les quantites de ligand 
associe a chaque categorie de particules de sorte que 
1' ensemble des signaux moyens evalues a I'etape c) soit 
compris dans un rapport de 1 a 5, et 

10 e) melanger, dans un solvant approprie, les 

differentes categories de particules sensibilisees qui 
repondent au critere de I'etape d) . 

Le procede objet de la presente invention s' applique 
done a des precedes de dosage mettant en oeuvre differentes 

15 categories de particules sensibilisees. Plus 

particulierement , de tels precedes consistent 

principal ement en des immunodosages du type : 

- dosage direct, par une methode immunometrique ou 
"sandwich", par exemple, d'un anticorps ayant reagi avec 

20 I'antigene specif ique fixe prealabl ement sur les 
particules, 

- dosage direct, par une methode immunometrique ou 
"sandwich", par exemple, d'un antigene ayant reagi avec 
!• anticorps specif ique fixe prealablement sur les 

25 particules, ou 

- dosage indirect, par une methode dite "par 
competition", d*un antigene entrant en competition avec un 
antigene similaire marque, pour sa reaction avec 
1' anticorps prealablement fixe sur les particules, ou vice- 

3 0 versa. 

Ces differents dosages seront decrits plus en detail 
par la suite. 

La reaction developpee par mise en contact des 
differentes categories de particules, sensibilisees chacune 
3 5 par un ligand, avec les analytes a doser est mesuree par 
cytometric en flux selon differents modes d ' identification 
des particules. 
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On peut citer, par exemple, des particules de 
couleurs differentes et de taille uniforme (identifiees 
selon leur couleur specif ique, avec quantification des 
reactions analyte-ligand par adjonction d'un compose 
5 externe de longueurs d' excitation et d'^mission differentes 
" de celles des particules) , des particules de tailles 
differentes et de couleur identique (identifiees selon leur 
taille, avec quantification des reactions analyte-ligand 
par mesure de la taille des agregats resultants) ou encore 

10 des particules de tailles differentes et de couleur 
identique (classees selon leur taille, avec quantification 
des reactions analyte-ligand par adjonction d'un qompose 
externe de longueurs d'onde d' excitation et d' emission 
differentes de celles des particules). En pratique, I'un ou 

15 1 * autre de ces precedes est selectionne en fonction du 
nombre, plus ou moins important, de parametres a tester. 

Ces particules sont constitutes generalement de 
polystyrene. Toutefois, elles peuvent etre egalement 
constituees.de tout polymere leur conferant des proprietes 

20 physico-chimiques specif iques (fonctionnalite, density ou 
encore solubilite) comme du styrene-acide maleique, du 
styrene-acide methacrylique , du styrene-acrylamide ou du 
poly (methacrylate de methyle) . 

Par "ligand", il faut comprendre un antigene, un 

25 anticorps, mono- ou polyclonal, ou toute molecule capable 
de se fixer aux particules et qui est susceptible 
d*interagir, de quelque maniere que ce soit, directement ou 
indirectement , avec 1 • analyte a doser. 

On entend par "antigene" toute substance a partir de 

30 laquelle peut etre generee la production d'anticorps. Parmi 
ces substances, on peut citer les proteines, les haptenes, 
les allergenes, les peptides, les medicaments ou encore les 
drogues . 

Par "compose homologue", 11 faut comprendre un 
35 anticorps, un antigene ou toute molecule capable de se 
fixer a un ligand donne et dont le site d ' interaction avec 
ledit ligand est similaire au site d ' interaction entre 
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I'analyte a doser et ledit ligand. Le compose homologue 
peut etre I'analyte lui-meme. 

La premiere etape du procede consiste done a 
determiner pour chaque categorie de particules 
5 sensibilisees, telles que decrites plus haut, la 
correlation qui existe, pour une quantite donnee de ligand 
fixee aux particules, entre la quantite de compose 
homologue et la grandeur du signal emis, representatif des 
interactions ligand/analyte . 

10 En pratique, pour chaque categorie de particules, 

plusieurs essais sont effectues en fixant une quantite 
donnee, differente pour chaque essai, d*un meme ligand 
auxdites particules, en mettant ensuite en contact les 
particules ainsi sensibilisees avec differentes quantites 

15 de compose homologue, identiques pour 1 'ensemble des 
essais, et en mesurant le signal resultant de leur 
interaction. 

Plus particulierement , les quantites de ligand 
utilisees varient par pas de 2 a 4. 

2 0 Les differentes quantites de compose homologue sont 

selectionnees de maniere a etre comprises dans la plage de 
mesure de I'analyte que I'on cherche & doser, Ainsi, si 
1 * on cherche a doser un analyte dont la concentration peut 
varier entre 0 et 100 unites biologiques, on choisira, par 

25 exemple, six quantites donnees de compose homologue 
correspondant a 0, 20, 40, 60, 80 et 100 unites 
biologiques. Dans la pratique, on utilise une population 
d ' echantillons caracterises et certifies sur des criteres 
clinico-biologiques , c'est-a-dire dont la presence ou 

30 1 ' absence en un analyte donne est validee par un diagnostic 
clinique et/ou par 1* estimation de 1 * analyte par une ou 
plusieurs autre (s) methode(s) de dosage. 

Le resultat de cette operation se traduit par 
I'obtention d'une courbe dose/reponse entre la quantite de 

3 5 compose homologue et les signaux obtenus pour chacune des n 

quantites donnees de ligand. 



wo 03/058244 

. Le concept d' expression de la concentration en unites 
biologiques repose sur 1 • affectation, par example, d'une 
gamme 0-150 a la plage de mesure de chacuh des analytes a 
doser. On comprend que ces plages de mesure different, dans 
5 . I'absolu, d'un analyte a 1 'autre et que, par suite, une 
m^me concentration en differents analytes exprim^e en 
unites biologiques, par exemple 95 unites biologiques (en 
abrege 95 UB) ne correspond pas a la meme concentration, 
dans I'absolu, en ces memes analytes. La concentration en 

10 composes homologues est exprimee, de meme facpon, en unites 
biologiques sur une gamme identique pour tous les analytes. 

A ce niveau, il faut noter que la sensibilisation des 
particules peut etre effectuee de differentes manieres, a 
savoir par covalence, par le biais d'une couche moleculaire 

15 intermediaire biologiquement et/ou chimiquement reactive, 
ou encore par 1 » utilisation d ' un, systeme d ' interaction par 
af finite . 

Les particules sensibilisees , dans la mesure ou elles 
comport ent une f onctionnalite reactive, peuvent etre 
2 0 sensibilisees par covalence. Ainsi, de nombreux protocoles 
d' immobilisation ont ete decrits comme faisant intervenir 
de fagon non limitative les groupements fonctionnels 
suivants entre les particules et le ligand : 

25 - COOH/R-NH2 ou R-OH, 

- CO-NH2/NH2-NH2, 

- C(=0) -O-CH3/NH2-NH2, 

- NH2CHO/RCOOH, ou encore 

- R-NH2 ou NH2-NH2. 

30 . • 

II est a noter que, lors de 1 ' utilisation de la 
plupart des couples cites plus haut , il est necessaire 
d'activer prealablement certaines fonctions, comme par 
exemple les fonctions COOH, afin qu' elles puissent reagir, 

35 par exemple, avec les groupements fonctionnels du ligand, 
tels que des groupements amines aliphatiques ou 
aromatiques . 
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Selon une autre forme d' execution preferee, 
1' activation peut etre r^alisee par des carbodiimides 
hydrosolubles, et etre effectuee en une seule etape ou, 
selon une forme d' execution particulierement pr^feree, en 
deux etapes, avec le carbodiimide seul ou en presence de 
N-hydroxysuccinimide - Elle est suivie de 1 ' elimination de 
I'exces d'activateur avant fixation du ligand. 

Selon encore une autre forme d' execution, un bras 
espaceur homo- ou hetero-bif onctionnel , presentant des 
fonctions chimiques reactives a chaque extremite, 
respectivement identiques ou differentes, peut etre fixe 
aux particules prealablement activees . Ces bras de longueur 
et de f onctionnalite variables peuvent etre actives et 
couples par covalence, dans un premier temps, aux 
particules par I'une des extremites, et dans un deuxieme 
temps, au compose a fixer, par 1 ' autre extremite. 

Des intermediaires chimiquement ou biologiquement 
actifs peuvent egalement etre utilises pour la 
sensibilisatibn. lis creent a la surface des 
microparticules une couche moleculaire intermediaire 
constituee par une proteine (telle que I'albumine), un 
melange de proteines ou un polymdre (tel que la 
polylysine) . Ce precede est particulierement utilise dans 
le cas de particules de petite taille qui peuvent ensuite 
etre couplees par 1 ' intermediaire d' agents de liaison sur 
les fonctions de cette couche intermediaire. 

Une autre voie de sensibilisation, cette fois non 
covalente, consists a utiliser, de fagon non limitative, 
des systemes d' interaction par af finite : 

- le systeme biotine-avidine, en utilisant des 
particules couplees a I'avidine qui sont mises en 
presence de composes ayant ete prealablement 
biotinyles, 

- la proteine A ou la proteine G, disposant d'un 
recepteur pour le fragment Fc des immunoglobulines, 
permettant 1 ' immobilisation d'un anticorps et 
1 'orientation vers I'exterieur de ses fragments 
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Fab, responsables de la reconnaissance antigenique, 
ou encore 

- 1 ' immobilisation indirecte par 1 ' intermediaire d'un 
ant i corps specifique du compose ^ fixer . 
5 Cette enumeration n'est aucunement limitative et il 

est evident que tout precede de sensibilisation similaire 
connu de I'homme du metier peut egalement etre utilise. 

Pour chaque ligand a fixer, la selection d'un des 
systemes precites est realisee initialement pendant la 
10 phase initiale de mise au point. Les conditions operatoires 
sont ensuite fixees et appliquees ulterieurement de fagon 
systematique . 

Dans une forme d' execution preferee, le milieu de 
sensibilisation est constitue d'eau tamponnee ayant un pH 
15 compris entre 5 et 9 et une force ionique comprise entre 
0,01 et 0,1. Afin de maintenir constant le milieu, le 
ligand peut etre mis en suspension dans le meme milieu 
avant d^effectuer ladite sensibilisation. 

L'interet d'un tel systeme reside dans sa simplicite 

2 0 d ' utilisation, son faible cout et son independance 

reactionnelle par rapport aux autres reactions simultanees . 
Cela est rendu possible par le fait que la reaction 
produite par chaque categofie de particules sensibilisees 
est standardisee et reproductible, que le signal fourni par 
25 cette reaction est representatif de 1* ensemble des 
reactions ligand-analyte se developpant simultanement et 
que 1 ' ensemble de ces reactions est maitrise au niveau du 
proc^de de sensibilisation de chaque categorie de 
particules de fag:on a ce qu*elles produisent toutes un 

3 0 signal similaire en presence d ' echantillons de meme degre 

de posit ivite, c'est-a-dire comprenant sensiblement la meme 
quantite en 1 ' analyte dose telle qu ' exprimee sur sa gamme 
d* unites biologiques part iculiere . 

Une fois les courbes dose/reponse obtenues, il est 
35 determine, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees, comme decrit a I'etape b) , la courbe 
correspondant a la plus petite quantite de ligand donnant. 
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graphiquement , un signal de lecture significatif et 
compatible avec 1 ' utilisation d'une dilution d ' echantillon 
ainsi que d'un reactif de marquage communs pour 1 ' ensemble 
des analytes simultanement detectes. 
5 Par "signal de reponse significatif", il faut 

comprendre un signal suf f isamment eleve pour assurer une 
precision de lecture sur 1' ensemble de la plage de me sure . 

En pratique, la courbe select ionnee doit etre 
sensiblement lineaire et avoir une amplitude de mesure 
10 suf f isamment elevee. 

Chaque type de particule est done sensibilise par 
I'une des techniques decrites plus haut en employant la 
quant ite de ligand determines ci-dessus. 

L'etape suivante c) consiste alors a determiner le 
15 signal moyen (SM) associe a une concentration en unites 
biologiques, identique pour tous les analytes. 

Pour ce faire, un point caracteristique de la courbe 
dose/reponse retenue S l'etape b) est selectionne et le 
signal correspondant graphiquement audit point est pris 
2 0 comme signal moyen SM. 

Le point caracteristique, autrement appele point 
posit if ou de forte posit ivite, est choisi arbitrairement 
dans le quart superieur de la partie lineaire. de la courbe. 

Les signaux moyens SM obtenus pour les differentes 
25 categories de particules sensibilisees sont ensuite 
compares entre eux et, si necessaire, reajustes de soirte 
qu»ils soient tous compris dans un rapport de 1 a 5 . En 
pratique, pour les categories de particules ayant un SM non 
compris dans ledit rapport, la reactivite est alors 
30 reajustee en selectionnant dans la courbe dose/reponse une 
autre quantite de ligand et en recommengant 1 'operation de 
sensibilisation desdites particules par oette nouvelle 
quantite de ligand jusqu'a obtenir que le SM resultant 
entre dans le rapport de 1 a 5 precite. 
35 Le fait que les SM des differentes particules 

sensibilisees constituant le reactif immunologique soient 
tous compris dans un rapport de 1 a 5 est determinant pour 
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assurer une reactivite itnmunologique relativement 
equivalente pour chaque type de particules sensibilisees 
utilisees et done d'obtenir, dans une gamme de mesures 
compatible avec la realite biologique, des valeurs 
5 suf f isamment proches pour permettre 1 ' utilisation d'un 
systeme d'etalonnage unique et comtnun a 1' ensemble des 
analytes . 

Le react if immunologique est alors const itue par 
melange, dans un solvant, des differents types de 

10 particules sensibilisees ainsi obtenues . . 

On peut citer comme solvants possibles : des melanges 
de proteines et d'acides amines ou encore un melange de 
proteines inertes vis-a-vis des analytes a doser et 
permettant une stabilisation de particules. 

15 En tout etat de cause, les solvants utilises sont 

selectionnes de maniere a permettre la conservation de 
1 ' ensemble des particules sensibilisees, et leur choix se 
trouve done dicte par la nature des ligands les plus 
contraignants . 

2 0 De ce fait, ledit solvant peut etre defini de sorte 

qu'il est adapte et commun k 1' ensemble des ligands. 

Afin de rendre industrialisable un tel precede de 
preparation du react if immunologique, faisant intervenir la 
reactivite individuelle de differentes particules couplees 

2 5 a des ligands specifiques/ les conditions experimentales de 
sensibilisation, a savoir le pH, la force ionique, le 
volume, la temperature ou encore la duree du couplage, sont 
prealablement fixes- et standardises pour 1' ensemble des 
particules. Seule varie ensuite, comme decrit plus haut, la 

30 quantity de ligand a ajuster. 

En pratique, le solvant utilise est tamponne a un pH 
compris entre 7 et 9 et a une force ionique comprise entre 
0, 01 et 0,1. 

Selon un second aspect de la presente invention, 
35 celle-ci porte sur un reactif immunologique destine au 
dosage d' analytes multiples dans des echantillons 
biologiques, ledit reactif comprenant un solvant et. 
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m^langees au sein dudit solvant, differentes categories de 
particules, dont chacune est sensibilis§e par association 
avec une quantite donnee en un ligand specif ique de l*un 
. des analytes a doser, avec, pour chacune des categories de 
5 particules, et pour une concentration donnee en compose 
homologue du ligand, telle qu'exprimee en unites 
biologiques, ladite quantite donnee de ligand debouchant 
sur un signal dit "signal moyen", qui est compris dans un 
rapport de 1 a 5 avec les signaux moyens obtenus pour les 

10 autres categories de particules. 

Selon un troisieme aspect, la presents invention 
concerne un kit de dosage d' analytes multiples dans des 
echantillons biologiques mettant en oeuvre differentes 
categories de particules, chaque categorie de particules 

15 etant sensibilisee par un ligand specif ique de 1 ' un des 
analytes a doser, qui comprend : 

i) un reactif immunologique issu du precede tel que 
decrit plus haut, 

ii) au moins un standard d'etalonnage constitue d'un 
20 unique compose homologue reagissant avec I'une des 

categories de particules entrant dans la composition du 
reactif immunologique, 

iii) une table de correspondance entre la 
concentration, exprimee en unites biologiques, du compose 

25 homologue constituant le standard d'€talonnage et celle de 
chacun des composes homologues aux autres ligands fixes sur 
les autres categories de particules entrant dans la 
composition du reactif immunologique, et 

iv) un reactif de marquage . 

30 Plus particulierement , ledit standard d'etalonnage 

comprend un compose homologue reagissant directement ou 
indirectement avec le ligand fixe a la particule 
sensibilisee. 

La fixation indifecte peut se faire, par exemple, par 
35 1 * intermediaire d'une proteine utilisee pour saturer les 
sites de fixation de la particule non occupes par le 
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ligand. Cette proteine doit etre choisie de fagon a ne pas 
interferer avec le systeme specifique et §tre presente sur 
une seule categorie de particule. Dans ce cas, le milieu de 
quantification devra contenir un reactif de marquage 
5 specifique des analytes a doser (const itue d^un ou de 
plusieurs composes) et un reactif de marquage specifique de 
la proteine inerte • 

Dans une premiere forme d' execution, ledit compose 
homologue est de meme origine que I'analyte a doser, par 

10 exemple, d' origine humaine . 

Dans une seconde forme d' execution, ledit compose 
homologue et I'analyte a doser sont d'origines differentes. 

Alors que, par exemple, 1 ' analyte a doser est 
d' origine humaine, tel que des autoant icorps presents dans 

15 des echantillons sanguins humains, le compose homologue 
peut etre, par exemple, d' origine animale pour autant qu*il 
soit capable de reagir specif iquement avec le ligand. Le 
milieu de quantification devra, dans ce cas, contenir, a la 
fois un reactif de marquage specifique des echantillons 

20 d' origine humaine et un reactif de marquage specifique du 
standard d* origine animale. 

La preparation du standard d'etalonnage implique une 
optimisation prealable de sa concentration de f aqron a 
produire un SM compris dans un rapport de 1 a 5 par rapport 

25 aux SM obtenus pour chaque categorie de particules 
sensibilisees lors de la preparation du reactif 
immunologique . 

Pour ce qui est de la "table de correspondance" , 
celle-ci consiste en un referentiel, pouvant se presenter 

30 sous la forme d'un tableau, d'un graphique, etc., qui donne 
les differentes concentrations, exprimees en unites 
biologiques, du compose homologue const ituant le standard 
d'etalonnage et celle de chacun des composes homologues aux 
autres ligands fixes sur les autres categories de 

35 particules entrant dans la composition du reactif 
immunologique . 
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La table de correspondance est realisee 
empiriquement , prealablement a la preparation des kits, de 
la manidre suivante. 

On fait reagir plusieurs echantillons, comprenant des 
5 quantitSs differentes et connues d'analytes a doser avec le 
reactif immunologique qui fera partie du kit. On mesure les 
signaux resultants et I'on trace, pour chaque analyte, la 
droite de regression lineaire liant les signaux emis aux 
quantites connues, exprimees en unites biologiques, des 
10 analytes dos6s, selon une equation de type y=ax, avec 
y=signal et x=concentration en unites biologiques. 

On. mesure, de meme, le signal obtenu lors de la 
reaction entre le standard d'etalonnage et le reactif 
immunologique et 1 ' on releve, sur chaque courbe 
15 precedemment obtenue, la concentration, exprimee en unites 
biologiques, correspondant a cette meme valeur de signal. 

C'est 1' ensemble de ces concentrations en analytes, 
exprimees en unites biologiques, qui constitue la table de 
correspondance , 

20 La concentration du standard peut etre ensuite 

verifiee a partir de la table de correspondance et ajustee 
si necessaire. 

Dans une variant e, il peut etre souhaite de realiser 
une gamme d'etalonnage, c'est-a-dire de partir de plusieurs 
25 standards d»etalonnage constitue chacun du meme compose 
homologue, mais selon differentes concentrations. 

Dans ce cas, le principe de realisation de la table 
de correspondance reste le meme, mis a part que I'on trace 
pour chaque analyte, a partir des differents signaux 
3 0 obtenus, la droite de regression liant les signaux emis aux 
quantites connues, en unites biologiques, des analytes a 
doser selon une equation de type log y=a(log x) , avec 
y=signal et x=concentrat ion en unites biologiques. 

Cette equation est ensuite appliquee aux signaux 
35 correspondant aux differentes concentrations connues de 
standard d'etalonnage de fagon a deduire la correspondance 
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entre chacune desdites concentrations et la concentration 
de chaque analyte, exprimee en unites biologiques . 

Pour ce qui est du "reactif de marquage", celui~ci 
consiste en un compose immunologique susceptible de 
5 quantifier la reaction entre les analytes et le reactif 
immunologique, ledit compost immunologique etant couplS a 
un marqueur qui est, de preference un f luorochrome . 

Par "compose immunologique", il faut comprendre tout 
compose, naturel ou de synthese, susceptible de se 
10 complexer specif iquement avec un compost complementaire, 
tels que les anticorps et les antigenes. 

Selon une forme d* execution preferee, ledit reactif 
de marquage reagit avec le complexe compose homologue ou 
analyte a doser / ligand, auquel cas le dosage est direct, 
15 ou avec le ligand non complex^, auquel cas le dosage est 
indirect . 

En outre, le reactif de marquage peut etre prepare a 
partir d'un compose unique, reagissant avec, par exemple, 
une specif icite antigenique commune a 1 * ensemble des 
20 composes homologues, ou resulter du melange de differents 
composes reagissant specif iquement avec differents composes 
homologues - 

Selon un dernier aspect de la present e invention, 
celle-ci porte sur un proc6de de dosage d' analytes presents 

25 dans un echantillon biologique et, plus particulierement , 
un precede de mise en oeuvre du kit tel que decrit plus 
haut qui consiste a mesurer les signaux resultants de 
1 » interaction entre le reactif immunologique et, d'une 
part, 1 ' echantillon biologique, d'autre part, le standard 

30 d ' etalonnage, et a determiner et appliquer, aux differents 
signaux resultants, un facteur de correction de maniere a 
obtenir la titration, exprimee en unites biologiques, de 
chaque analyte de 1 • echantillon, ledit facteur de 
correction etant le rapport entre le signal obtenu pour le 

35 standard d'etalonnage et les concentrations issues de la 
table de correspondance . 



wo 03/058244 




PCT/FR03/00069 



16 



Le procede de mise en oeuvre du kit selon la presente 
invention repose done sur trois Stapes, a savoir une 
premiere §tape de determination des differents signaux §mis 
par cytom#trie en fliix, une seconde etape de calcul pour 
5 determiner les differents facteurs de correction k partir 
du signal emis par le standard d'etalonnage et une 
troisieme etape de calcul pour la titration de chaque 
analyte de 1 ' echantillon a partir du facteur de correction 
pr^cedemment obtenu et les signaux emis par les differents 
10 echantillons testes. 

Plus particulierement , le procede objet de la 
presente invention comprend les etapes suivantes : 

a) incuber, d'une part, 1 ' echantillon biologique et, 
d* autre part, le standard d ' etalonnage , avec une quantite 

15 predeterminee de reactif immunologique ; 

b) a j outer le reactif de marquage ; 

c) mesurer, par cytometrie en flux, les signaux emis, 
d'une part, par le standard d ' etalonnage , d' autre part par 
1 • echant i 1 1 on ; 

20 d) determiner, pour chaque categorie de particules 

sensibilisees, un facteur de correction qui correspond au 
rapport entre la concentration en unites biologiques de 
chaque analyte a doser telle que donnee par la table de 
correspondance et le signal correspondant au standard 

25 d' etalonnage et mesure a 1» etape c) ; 

e) multiplier par ledit. facteur de correction, 
calcule pour chaque analyte, le signal emis par chaque 
categorie de particules et mesure a 1' etape c) pour en 
deduire la concentration en unites biologiques de chaque 

30 analyte dans 1 » echantillon teste. 

Dans une premiere variante, le procede objet de la 
presente invention peut etre applique a des dosages 
directs. Dans de tels dosages, le reactif de marquage est 
specif ique des analytes que 1 ' on cherche a doser et , de ce 

35 fait, la quantite d' analytes compris dans un echantillon 
est directement proportionnelle au signal emis par ledit 
reactif de marquage. 
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Une premiere application a la quantification 
simultanee et directe d'anticorps de specif icites 
antigeniques diff^rentes est envisagee avec lesdits 
analytes a doser qui consistent en des anticorps, lesdits 
5 ligands en des antigenes et ledit reactif de marquage est 
constitue par un ou plusieurs seconds anticorps marques par 
un fluorochrome reagissant specif iquement avec les 
anticorps que I'on cherche a doser. 

Dans ce cas, le reactif immunologique est constitue 

10 de differentes categories de particules sensibilisees 
chacune par un antigene specif ique. Les anticorps que 1 ' on 
cherche a doser vont se complexer avec le ou lesdits 
antigene(s) fixe(s) aux particules. Le reactif de marquage, 
qui est constitue par un ou plusieurs second (s) anticorps 

15 marque (s) par un fluorochrome et specif ique (s) des 
anticorps que 1 ' on cherche a doser, va se fixer aiixdits 
anticorps prealablement complexes avec les antigenes 
formant la couche de sensibilisation des particules. Ainsi, 
le signal emis par le fluorochrome associe a chaque 

20 categorie de particules est proportionnel a la quantite 
d' anticorps presents dans 1 ' echantillon. 

Par "seconds anticorps", il faut comprendre toute 
substance capable de se complexer avec les anticorps que 
I'on cherche S doser, c'est-a-dire capable de reagir* avec 

25 un epitope desdits anticorps different de celui mis en 
oeuvre pour assurer leur fixation au ligand. 

Une seconde application a la quantification 
simultanee et directe de differents antigenes est envisagee 
avec lesdits analytes a doser qui consistent en des 

30 antigenes, lesdits ligands en des anticorps et ledit 
reactif de marquage en un melange de seconds anticorps 
marques par un fluorochrome reagissant specif iquement avec 
les antigenes que 1 ' on cherche a doser. 

Le principe est ici identique a celui decrit plus 

35 haut. 

Dans une seconde variante, le precede objet de la 
presente invention peut etre applique a des dosages dits 
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indirects, De tels dosages sont non plus bases uniquement 
sur la complementarite entre deux especes immunologiques, 
mais sur la competition entre deux especes immunologiques 
proches a se complexer avec une troisieme espece 
5 Immunol og i que • 

Ainsi, selon une premiere possibilite, il est 
envisage la quantification simultanee et indirecte de 
differents antigenes avec lesdits analytes a doser qui 
consistent en des antigdnes, lesdits ligands en des 

10 ant i corps et ledit react if de marquage en un melange 
d' antigenes marques par un fluorochrome entrant en 
competition avec les analytes ^ doser pour se complexer 
avec les ligands. 

Dans ce \cas, le reactif immunologique est constitue 

15 de differentes categories de particules sensibilisees 
chacune par un anticorps specif ique. Les antigenes que 1 ' on 
cherche a doser vont alors entrer en competition avec le ou 
lesdits antigenes, marques par un fluorochrome, const ituant 
le reactif de marquage. Ainsi, 1' augmentation de la 

20 concentration en antigene que l*on cherche a doser entraine 
1 • augmentation . de la concentration en complexes antigene 
que I'on cherche a doser / anticorps fixe,, au detriment de 
la formation de complexes antigene marque / anticorps fixe, 
avec correlativement une diminution du signal .^ II en 

25 resulte que le signal emis par le fluorochrome associe a 
chaque categorie de particules est inversement 
proportionnel a la quantite d' antigenes presente dans 
1 ' echantillon. 

Une seconde application a la quantification 

30 simultanee et indirecte de differents anticorps est 
envisagee avec lesdits analytes a doser qui consistent en 
des anticorps, lesdits ligands en des antigenes et ledit 
reactif de marquage en un melange d' anticorps marques par 
un fluorochrome entrant en competition avec les analytes a 

35 doser pour se complexer avec les ligands. 

La presente invention sera mieux comprise a la 
lecture des exemples suivants. 
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MATERIEL ET METHODS 

Le systeme de particules sensibilisees utilis^es dans 
5 les exemples ci-apres appartient au systeme Luminex®. 

Les particules utilisees sont de taille uniforme 
(5^5 fim) et se distinguent les unes des autres par une 
coloration specif ique . (100 couleurs, du rouge a 1' orange). 
Le systeme de detection de ces particules est un cytometre 
10 en flux interface avec un systeme informatique pour le 
traitement du signal emis par differents lasers : un 
premier laser, en classant chaque categorie de particules 
sur la base de son intensite de fluorescence unique, permet 
d' identifier quel compose est analyse. Parallelement , un 
15 laser vert excite un compose fluorescent externe utilise 
pour quantifier la reaction specif iquement associee a 
chaque categorie de particules colorees. 

Selon d' autres formes d' execution, et d'apres les 
connaissances de I'homme du metier, il peut egalement etre 
2 0 utilise des lasers autres qu'un laser vert. 

Eyiemple 1 : Dosage simultane dgg anticprpg anti.- 

nucleair es (ANA) diriaes copty^ Iss antigenep syiiv^pts : 

SSA, SSB. Sm. Sm/RN P. Scl7Q. Jol . dsDNA. centromere. 

25 

a) Preparation du reactif Immunol ogique . 
Huit categories de particules de polystyrene colorees 
et f one tionnali sees par des groupements COOH sont 
selectionnees . Prealablement a la sensibilisation, les 
30 particules sont activees par un procede qui consiste en : 

- la separation des huit categories de particules 
dans huit tubes differents, 

- I'ajout de 1 ml d'une solution de carbodiimide dose 
entre 10 et 40 mg/ml , fraichement preparee, a 1 ml de 

35 chaque type de particules (soit environ 10^ particules) , 

- 1 ' incubation pendant 20 a 60 minutes a temperature 
ambiante, et 
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- trois lavages des particules a I'eau distillee en 
centrif ugeant a lOOOQxg pendant 2 minutes pour eliminer 
1 ' exces de carbodiimide . 

Parallelement , les quantites en chaque ligand, ou 
antigene, devant etre fixees aux differentes categories de 
particules ont ete determinees suivant 1* invention, comme 
decrit plus haut . 

Les. particules ainsi activees sent ensuite 
sensibilisees par des antigenes differents, selon la 
categorie de particules, par suspension de chaque solution 
de particules activees dans un volume de 1 ml contenant de 
50 a 500 /zg d' antigenes differents. 

On obtient ainsi le systeme suivant : 



Categorie de Particules 


Nature- de .1 ' ajitigehe (ligand) 


1 


SSA 


2 


SSB 


3 


Sm 


4 


Sm/NRP 


5 


Scl70 


6 


Jol 


7 


dsDNA 


8 


centromdre 



Les etapes suivantes consistent en : 

- 1 ' incubation pendant 4 a 6 heures a temperature 
ambiante, 

- le lavage des particules a I'eau distillee, 

- la mise en suspension dans un tampon pH 8 contenant 
un melange de substances aminees afin de saturer les sites 
libres et ramener les particules a une concentration de 
I'ordre de 10^ a 5.10^ particules par ml. 

Le reactif immunologique est alors constitue d'un 
melange d'un aliquote de 500 /zl de chaque categorie de 
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particules colorees et sensibilisees , et il est conserve ^ 
+4°C jusqu'^ son utilisation. 

Les figures 1 et 2 donnent, a titre d'exemple, trois 
courbes dose/reponse obtenues pour deux types de ligands 
5 ( respect ivement SSA et SSB) exprimant le signal de 
fluorescence 6m±s (axe des Y) en fonction de la 
concentration en compose homologue en unites biologiques 
(axe des X) . Ces courbes permettent de selectionner la plus 
petite quant ite de ligand correspondant a un signal de 

10 reponse signif icatif / ceci sur une plage de mesure de 0 a 
150 unites biologiques environ. 

Pour chaque systeme, cinq echantillons ont ete 
selectionnes en fonction de ' leur titre en unites 
biologiques, determine par ELISA (coffret ENA-LISA, 

15 commercialise par la deposante) . La concentration en 
compose homologue, la prise d'essai et la dilution sont 
communes . 

Pour ce qui est du systeme SSA (Figure 1) , les trois 
courbes representees A, B et C correspondent respect ivement 

20 a des concentrations en antigenes SSA de 300, 150 et 
75 |ag/ml de particules. La courbe retenue pour le systeme 
SSA est la courbe B, correspondant a une concentration de 
150 M-g d'antigene SSA par ml de particules. La 
concentration superieure de 300 fig (courbe A) se traduit 

25 par une saturation de la reaction ant igene- ant icorps . pour 
les valeurs elevees. La concentration inferieure de 75 |ig 
(courbe C) ne permet pas d'obtenir une reponse d' amplitude 
suffisante, d'ou une imprecision potentielle des resultats. 

Pour ce qui est du systeme SSB, les trois courbes 

30 representees A'/ B' et C' correspondent respectivement a 
des concentrations en antigenes SSB de 100, 50 et 25 |ig/ml 
de particules. La courbe retenue pour le systeme SSB est la 
courbe B*, correspondant a 50 |ag d'antigene SSB par ml de 
particules. La concentration superieure de 100 jig 

35 (courbe A*) se traduisant par une courbe quasi- identique 
n'est pas retenue. La concentration inferieure de 25 |-ig 
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(courbe C) ne permet pas d'obtenir une reponse d' amplitude 
sufflsante, notamment dans les faibles valeurs. 

b) Etalonnage- 

5 Un seul standard d*etalonnage est realise. Dans cet 

exemple, on choisit la categorie de particules 1 fixees a 
I'antigene SSA. Le standard d' etalonnage , c'est-a-dire le 
compose homologue, est ici une solution, diluee en tampon 
phosphate pH 7,4, d'anticorps humains purifies et diriges 
10 contre I'antigene SSA. 

La table de correspondance , pour ce standard 
d'etalonnage est la suivante : 



SSA 


SSB 


Sm 


Sm/NRP 


Scl70 


Jol 


dsDNA 


Centro . 


90 UB 


60 UB 


180 UB 


150 UB 


145 UB 


120 UB 


90 UB 


60 UB 



15 Cette table a ete obtenue comme indique plus haut , 

c) Mesure du signal emiis par le standard d'etalonnage 
Pour les particules 1, sensibilisees a I'antigene 

SSA, reagissant avec le standard d ' etalonnage, on obtient 
20 par cytometrie en flux un signal moyen (SM) , teste au moins 
en double, correspondant a 80, par exemple. 

d) Determination des facteurs de correction. 

Afin de determiner les facteurs de correction a 
25 attribuer a chaque specif icite, on divise les 
concentrations ci-dessus, exprimees en unites biologiques 
dans la table de correspondance, par la valeur du signal 
mesure pour le standard d'etalonnage, c'est-a-dire la 
valeur obtenue avec les particules- 1 sensibilisees avec 
30 I'antigene SSA (80) . - 

On obtient les facteurs de correction suivants : 



SSA 


SSB 


Sm 


Sm/NRP 


Scl70 


Jol 


dsDNA 


Centro . 


1, 12 


0, 75 


2 , 25 


1, 87 


1, 81 


1,5 


1/ 12 


0,75 
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Ces facteurs de correction seront utilises lors du 
dosage d'analytes dans des echantillons biologiques. Ainsi, 
si I'on dose, au moyen du . react if immunologique ayant 
5 precedemment donne un signal de 80 avec le standard 
d'etalonnage, I'analyte SSB dans un echantillon, et que 
I'on obtient un signal correspondant a 120, on pourra 
determiner le titre de I'analyte SSB en multipliant la 
valeur de ce signal par le facteur de correction associe a 
10 I'analyte SSB (ici 0,75). Le titre de SSB dans 
1 ' echantillon sera done, dans cet exemple, egal a 
0, 75 X 120 = 90 UB. 

15 Exemple 2 : Dosage simultane dQP anticorps anti- 

cytoplasme de polynucleaires neutrophileg (ANCA) dirigeg 

contre les antigenes su ivants : myeloperoxydase (M PO) et 
proteinase 3 (PR3) . 

20 a) Preparation du r^actif immunologique. 

Dans cet exemple, seules deux particules colorees 
differentes sont sensibilisees separement avec les deux 
antigenes MPO et PR3 , de fagon identique a 1' exemple 1. 

Le r^actif immunologique est ensuite const itu^ par un 
25 melange d'un aliquote de 500 fil de chaque categorie de 
particules colorees. II est conserve a +4°C jusqu'a 
utilisation . 

b) Etalonnage. 

3 0 Pour 1 ' etalonnage, selon le principe meme de 

1' invention, on utilise un seul standard d ' etalonnage . Dans 
cet exemple, on choisit la categorie de particules -fixees a 
I'antigene MPO. Le standard d' etalonnage , c'est-a-dire le 
compose homologue, est ici une solution, diluee en tampon 

35 phosphate pH 7.4, d' anticorps humains purifies et diriges 
centre I'antigene MPO. Le protocole est le meme que celui 
utilise dans 1' exemple 1. 
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La table de correspondance, pour ce standard 
d» etalonnage, est la suivante : 



MPO 


PR3 


14 0 UB 


250 UB 



c) Mesure du signal emis par le standard d ' etalonnage 
Le meme protocole que dans 1' example 1 est utilise 

pour determiner ledit signal. Le signal moyen (SM) obtenu 
pour le standard d'^talonnage (teste en double) reagissant 
avec les particules MPO correspond, par exemple, a 150, 

d) Determination des facteurs de correction 

Afin de determiner les facteurs de correction . S 
attribuer a chaque specif icite, on divise les 
concentrations ci-dessus, exprimees en unites biologiques, 
par la valeur du signal du standard d * etalonnage , 
c'est-a-dire les particules 1 sensibilisees a I'antigene 
MPO (S=150) . 

On obtient les facteurs de correction suivants : 



MPO 


PR3 


0.93 


1 . 66 



De maniere similaire a I'exemple 1, si 1 ' on dose, au 
moyen du reactif immunologique ayant precedemment donne un 
signal de 150 avec le standard d ' etalonnage, I'analyte PR3 
dans un echantillon, et que I'on obtient un signal 
correspondant a 110, on pourra determiner le titre de 
I'analyte PR3 en multipliant la valeur de ce signal par le 
facteur de correction associe a I'analyte PR3 (ici 1,66). 
Le titre de PR3 dans 1 ' echantillon sera done, dans cet 
exemple, egal a 1,66 x 110 = 183 UB. 
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Exemple 3 : evaluation des reactifs prepares dans les 

examples 1 et 2 et comparaison avec d.eg metlriodes de 

references . 

5 Afin d'evaluer les reactifs immunologiques prepares 

dans les exemples 1 et .2 et comparer leurs resultats avec 
ceux des me thodes de reference de type ELI SA , la 
specificity et la sensibilite desdits reactifs ont et^ 
etudiees . 

10 

a) Determination de la specificate. 

La specificite a ete evalu^e a partir de 50 
echantillons seriques issus de donneurs de sang et de 3 4 
echantillons selectionnes pour leurs interferences 
15 biologiques potentielles (hypergammaglobulinelie , 

gammopathies monoclonales , autres autoanticorps , 

echantillons plasmatiques . . . ) . Ces echantillons constituent 
le groupe 1 • 

20 b) Determination de la sensibilite - 

La sensibilite a ete evaluSe a partir d' echantillons 
seriques, selectionnes pour chaque dosage 

multiparametrique, caracterises cliniquement et issus de 
1' analyse de routine d'un laboratoire d' immunologie 

25 (Hopital Tenon, Paris, France) . Ces echantillons 
constituent le groupe 2, soit respect ivement 57 et 35 
echantillons pour la detection des ANA et des ANCA. 

c) Protocole d' evaluation de la specificite et de la 
30 sensibilite des echantillons : 

Ce protocole consiste a prelever 50 fil de reactif 
immunologique prepare dans I'exemple 1 et a le melanger, 
d'une part, a 100 /il de standard d'etalonnage (depose en 
double) et, d» autre part, a 100 /zl d' echantillons predilues 
35 au 1/200 dans un tampon phosphate (type PBS, pH 7,4). Les 
depots et melanges se font dans une microplaque de 96 puits 
disposant a leur base d'une membrane filtrante de 1,2 /im. 
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Un puits est reserve au melange du reactif itnmunologique 
avec le tampon, seul , afin de constituer le « blanc 
reactif », pernmettant d'evaluer le signal associe a chaque 
categorie de particules qui sera ensuite soustrait 
5 systematiquement du signal obtenu pour les autres puits. 
Les etapes suivantes consistent a : 

- incuber pendant 3 0 minutes & temperature ambiante, 

- laver deux fois avec filtration a travers la 
membrane filtrante de la microplaque, 

10 - remettre le milieu en suspension dans 100 /xl de 

reactif de marquage, const itue par un anticorps de chevre 
reagissant specif iquement avec les immunoglobu lines G 
humaines et conjugue a la phycoerythrine . Sa concentration 
est adaptee a l*ensemble des systemes "ligand- compose 

15 homologue" a detecter simultanement , 

- incuber pendant 3 0 minutes, et 

- analyser par cytometric en flux. 

Ce faisant, au moins 200 particules de chaque 
categorie sont analysees pendant 15 a 25 secondes selon le 
20 nombre de categories presentes simultanement . Pendant ce 
temps, le systeme informatique classe chacune des 
particules selon sa couleur et determine ensuite la 
fluorescence moyenne emise par le conjugue pour chaque 
specif icite d' anticorps. 

25 

d) Methodes comparatives utilisees. 

Les resultats obtenus avec les reactif s prepares dans 
les exemples 1 et 2 ont ete compares avec ceux issus de la 
mise en oeuvre de trousses de dosage du commerce 
30 (Biomedical Diagnostics, Marne-La-Vallee , France) : 
coffrets ELISA (DNA-LISA, ENA-LISA, MPO-LISA et PR3-LISA) 
et substrat Hep2000 pour la determination par 
immunofluorescence indirecte du centromere. 
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RESULTATS 

Evaluation de la specificite (Qchantillons du 

5 groupe 1) . 

detection des ANA : tous les echantillons du groupe 1 
ont ete trouves negatifs par le test multiparametrique 
utilisant les reactifs prepares dans I'exemple 1 et par le 
10 protocole utilisant un coffret ELISA. 

detection des ANCA : tpus les echantillons du groupe 
1 ont ete trouves negatifs par le test multiparametrique 
utilisant les reactifs prepares dans I'exemple 2 ; un seul 
15 resultat etait discordant en utilisant un coffret 
ELISA : il s'agissait d'un fa\ax positif pour la 
determination de la specificite antigenique PR3 developpe 
par un echantillon issu d'un patient presentant une 
hypergammaglobulinemie IgG, 

20 

Evaluati on de ggnsibilite (echantillpng 

groupe 2) 

25 detection des ANA : elle a ete effectuee sur 57 

echantillons cliniquement caracterises pour la detection 
des ANA et issus du groupe 2, Une concordance de 98,7% a 
ete obtenue sur 3 99 tests realises simultanement avec le 
test multiparametrique utilisant les reactifs prepares dans 

30 I'exemple 1 et avec un coffret ELISA. La figure 3 annexee 
presente les resultats comparatifs obtenus, exprimes en 
unites biologiques (UB) , pour le test multiparametrique 
(axe des Y) par rapport au test ELISA individuel (axe des 
X) . Les coefficients de correlation sont compris entre 0,92 

35 et 0,97 pour les specif icites ANA. Pour le centromere, une 
concordance totale a ete obtenue avec 1 ' immunofluorescence 
indirecte (10 echantillons positifs et 47 echantillons 
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negatifs) - La methode d ' immunofluorescence indirecte 
consiste en une methode semi-quantitative utilisant comme 
substrat des cellules huraaines tumorales Hep- 2 
transf ectees . La revelation des autoanticorps fixes au 
5 substrat se fait grace a un conjugu^ anti-immunoglobulines 
humaines marque a 1 ' isothiocyanate de f luoresceine. La 
presence d'anticorps ant i -centromere se traduit par une 
fluorescence mouchetee sur le noyau k 1 • interphase. La 
lecture s*effectue au microscope a fluorescence, en 
10 determinant la derniere dilution de 1 ' echantillon ou cette 
fluorescence reste visible. 

detection des ANCA : elle a ete effectuee sur 35 
echantillons cliniquement caracterises pour la detection 

15 des ANCA et issus du groupe 2. Une concordance de 97; 1% a 
ete obtenue sur 70 tests realises simultanement avec le 
test multiparametrique utilisant les reactifs prepares dans 
I'exemple 2 et avec un coffret ELISA. La figure 4 annexee 
presente les resultats comparatifs obtenus, exprimes en 

20 unites biologiques (UB) , pour le test multiparametrique 
(axe des Y) par rapport au test ELISA individuel (axe des 
X). Les coefficients de correlation sont compris entre 0,87 
et 0,85 pour les specificites ANCA. Ces coefficients plus 
faibles que ceux de la detection des ANA sont dus a la 

25 forte amplification des valeurs positives dans le cas du 
dosage multiparametrique. 
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1. ProcedS de preparation d'un r^actif immunologique 
entrant dans la composition d'un systeme d*etalonnage 
5 applique au dosage d'analytes multiples dans un meme 
echantillon biologique, ledit procede mettant en oeuvre 
differentes categories de particules, chaque categorie de 
particules 4tant sensibilis^e par association avec un 
ligand specif ique de I'un des analytes a doser, caracterise 
10 en ce qu'il comprend les etapes qui consistent a : 

a) determiner, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees et pour chacune de n quantites donnees de 
ligand associees auxdites particules, la courbe de reponse 
en fonction de la concentration en compose homologue sur 

15 une gamme de concentrations correspondant a la plage de 
mesure connue de 1 ' analyte a doser; 

b) selectionner , pour chaque categorie de particules 
sensibilisees, la courbe correspondant a la plus petite 
quant ite de ligand qui donne un signal de reponse 

2 0 significatif et qui est compatible avec 1 ' utilisation d'une 
dilution d ' echantillon et d*un react if de marquage communs 
a tous les analytes simultanement doses ; 

c) evaluer, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees, d'apres la courbe retenue a I'etape b) , le 

25 signal moyen correspondant au signal associe a un point 
caracteristique de chacune desdites courbes, obtenant ainsi 
autant de signaux moyens que de categories de particules ; 

d) ajuster, le cas echSant, les quantites de ligand 
associe a chaque categorie de particules de sorte que 

30. 1 ' ensemble des signaux moyens evalues a 1 ' etape c) soit 
compris dans un rapport de 1 a 5, et 

e) melanger, dans un solvant approprie, les 
differentes categories de particules sensibilisees qui 
repondent au critere de 1' etape d) . 

35 2. Procede selon la revendicat ion 1, caracterise en 

ce que, dans I'etape a), les quantites de ligand utilisees 
varient par pas de 2 a 4 . 
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3. Procede selon la revendication 1 ou 1, caract^rise 
en ce que la sensibilisation desdites particules par 
lesdits ligands est ef feature par covalence, par le biais 
d'une couche moleculaire intermediaire biologiquement et/ou 

5 chimiquement reactive, ou encore par 1 * utilisation d'un 
systdme d ' interaction par af finite. 

4. Procede selon 1 Vune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la concentration en 
compose homologue est exprimee en unites biologiques sur 

10 une gamme qui est identique pour tous les analytes. 

5. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le solvant utilise a 
I'etape e) est adapte et commun a 1 • ensemble des ligands. 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications 
15 precedentes, caracterise en ce que lesdits ligands 

consistent en des antigenes et/ou des anticorps. 

7. Reactif immunologique destine au dosage d' analytes 
multiples dans des echantillons biologiques, ledit reactif 
comprenant un solvant et, melangees au sein dudit solvant, 

2 0 differentes categories de particules, dont chacune est 
sensibilisee . par association avec une quantite donnee en un 
ligand specif ique de I'un des analytes S doser, caracterise 
en ce que, pour chacune des categories de particules, et 
pour une concentration donnee en compose homologue du 

25 ligand, telle qu' exprimee en unites biologiques, ladite 
quantite donnee de ligand debouche sur un signal dit 
"signal moyen" , qui est compris dans un rapport de 1 a 5 
avec les signaux moyens obtenus pour les autres categories 
de particules. 

30 8. Kit de dosage d' analytes multiples dans des 

echantillons biologiques mettant en oeuvre differentes 
categories de particules, chaque categorie de particules 
etant sensibilisee par un ligand specif ique de I'un des 
analytes a doser, caracterise en ce qu'il comprend : 

35 i) un reactif immunologique issu du procede selon 

I'une quelconque des revendications 1 a 6, 
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ii) au moins un standard d'etalonnage constitue d*un 
unique compose homologue reagissant avec I'une des 
categories de particules entrant dans la composition du 
reactif immunologique , 
5 iii) une table de correspondance entre la 

concentration, exprimee en unites biolbgiques, du compose 
homologue constituant le standard d'etalonnage et celle de 
chacun des composes homologues aux autres ligands fixes sur 
les autres categories de particules entrant dans la 
10 composition du reactif immunologique, et 

iv) un reactif de marquage . 

9. Kit selon la revendication 8, caracterise en ce 
que ledit standard d'etalonnage comprend un compose 
homologue reagissant directement ou indirect ement avec le 

15 ligand fixe a la particule sensibilisee . 

10. Kit selon la revendication 8 ou 9 , caracterise en 
ce que ledit compose homologue est de meme origine que 
I'analyte a doser, 

11. Kit selon la revendication 8 "ou 9, caracterise en 
20 ce que ledit compose homologue et I'analyte a doser sont 

d'origines differentes. 

12. Kit selon 1 ' une quelconque des revendications 8 a 
11, caracterise en ce que ledit reactif de marquage 
consiste en un compose immunologique susceptible de 

25 quantifier la reaction entre les analytes et le reactif 
immunologique, ledit compose immunologique etant couple a 
un marqueur qui est, de preferense un f luorochrome . 

13. Kit selon la revendication 12, caracterise en ce 
que ledit reactif de marquage reagit avec le complexe 

3 0 compose homologue ou analyte a doser / ligand, auquel cas 
le dosage est direct, ou avec le. ligand non complexe, 
auquel cas le dosage est indirect. 

14. Precede de mise en oeuvre du kit selon 1 * une 
quelconque des revendications 8 a 13, caracterise en ce 

35 qu'il consiste a mesurer les signaux resultants de 
1 • interaction entre le reactif immunologique et, d'une 
part, 1 ' echantillon biologique, d'autre part, le standard 
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d' etalonnage, et a determiner et appliquer, aux differents 
signaux resultants, un facteur- de correction de maniere a 
obtenir la titration, exprimee en unites biologiques, de 
chaque analyte de 1 * echantillon, .ledit facteur de 
5 correction etant le rapport entre le signal obtenu pour le 
standard d'etalonnage et les concentrations issues de la 
table de correspondance . 

15. Proc^de selon la revendication 14, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes qui consistent a : 

10 a) incuber, d'une part, 1 ^ echantillon biologique et, 

d' autre part, le standard d ' etalonnage , avec une quant ite 
predeterminee de react if immunologique ; 

b) a j outer le reactif de marquage ; 

c) mesurer, par cytometrie en flux, les signaux emis, 
15 d*une part, par le standard d ' etalonnage, d' autre part par 

1 ' echantillon ; 

d) determiner, pour chaque categorie de particules 
sensibilisees, un facteur de correction qui correspond au 
rapport entre la concentration en unites biologiques de 

20 chaque analyte a doser telle que donnee par la table de 
correspondance et le signal mesure & I'etape c) pour le 
standard d* etalonnage ; 

e) multiplier par ledit facteur de correction, 
calcule pour chaque analyte, le signal emis par chaque 

25 categorie de particules et mesure a I'etape c) pour en 
deduire la concentration en unites biologiques de chaque 
analyte dans 1 ' echantillon teste. 

16. Procede selon la revendication 15, applique a la 
quantification simultanee et directe d'anticorps de 

30 specificites antigeniques dif f erentes caracterise en ce 
que lesdits analytes a doser consistent en des anticorps, 
lesdits ligands consistent en des antigenes et en ce que 
ledit reactif de marquage est constitue par un ou plusieurs 
seconds anticorps marques par un fluorochrome reagissant 

35 specif iquement avec les anticorps que I'on cherche a doser. 

17. Procede selon I'une des revendi cat ions 15 ou 16, 
applique a la quantification simultanee et directe de 
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differents antigenes, caracterise en ce que lesdits 
analytes a doser consistent en des antigenes, lesdits 
ligands consistent en des anticorps et en ce que ledit 
reactif de marquage consiste en un melange de seconds 
anticorps marques par un fluorochrome reagissant 
specif iquement avec les antigenes que I'on cherche & doser. 

18. Procede selon la revendication 15 ou 16, applique 
a la quantification simultanee et indirecte de differents 
antigenes, caracterise en ce que lesdits analytes a doser 
consistent en des antigenes, lesdits ligands consistent en 
des anticorps et en ce que ledit reactif de marquage 
consiste en un melange d* antigenes marques par un 
fluorochrome entrant en competition avec les analytes a 
doser pour se complexer avec les ligands. 

19. Procede selon la revendication 15 ou 16, applique 
a la quantification simultanee et indirecte de differents 
anticorps, caracterise en ce que lesdits analytes a doser 
consistent en des anticorps, lesdits ligands consistent en 
des antigenes et en ce que ledit reactif de marquage 
consiste en un melange d* anticorps marques par un 
fluorochrome entrant en competition avec les analytes a 
doser pour se complexer avec les ligands. 
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